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Esta investigación presenta los resultados obtenidos de la caracterización 
microbiológica de un reactor anaerobio en dos fases para el tratamiento de la 
Fracción Orgánica de los Residuos sólidos Urbanos (FORSU) mediante 
recuentos por sensibilidad al oxígeno y grupos metabólicos por la técnica del 
Número Más Probable (NMP). Se encontró un predominio de la población 
fermentativa (105 – 106 NMP ml-1), seguida por la acetogénica (105 NMP ml-
1) y la sulfatorreductora (104 – 105 NMP ml-1) en el reactor acidogénico. No se 
detectó competencia entre la población sulfatorreductora (104 – 105 NMP ml-
1) y la metanogénica (105 NMP ml-1) en el reactor metanogénico. Se 
observaron principalmente los géneros, Methanotrix sp, Methanosarcina sp, 
Methanoccocus sp y Methanobacterium sp. 
 
PALABRAS CLAVES: Digestión anaerobia, grupos metabólicos, Fracción 




The microbiological characterization of two phases anaerobe reactor of 
Urban Solid Waste Organic Fraction (USWOF) treatment by oxygen 
sensibility counts and metabolics groups by Most Probable Number (MPN) 
was made. The fermentatives population (105 – 106 MPN ml-1), followed for 
acetogenic (105 MPN ml-1) and sulphate reducing (104 – 105 MPN ml-1) in the 
acidogenic reactor were found.  In the methanogenic reactor, competition 
between sulphate reducing (104 – 105 MPN ml-1) and methanogenic (105 MPN 
ml-1) populations was not detected. The Methanotrix sp, Methanosarcina sp, 
Methanoccocus sp y Methanobacterium sp.sorts were found. 
 
PALABRAS CLAVES: Digestión anaerobia, grupos metabólicos, Fracción 
Orgánica de los Residuos Sólidos Urbanos, Número Más Probable. 
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El desarrollo tecnológico e industrial y la elevada 
densidad poblacional generada al final del siglo XX, han 
ocasionado considerables volúmenes de residuos sólidos 
urbanos (RSU) a nivel nacional e internacional, 
constituyendo uno de los principales problemas 
ambientales de la sociedad contemporánea, además de 
contribuir en la generación de focos de infección que 
perjudican la salud humana como consecuencia de la 
falta de control, de alternativas de tratamiento y la 
ausencia de leyes reguladoras [23]. En América Latina la 
producción de RSU asciende a 118 millones de toneladas 
al año y en Colombia sobrepasa las 29000 toneladas 
diarias, de las cuales el 45% son depositadas en los 
rellenos sanitarios [24]. 
 
Investigaciones realizadas en América Latina para tratar 
estos residuos, utilizando métodos fisico-químicos, 
químicos y biológicos han demostrado que estos últimos 
son los más adecuados, siendo el de mayor perspectiva la 
digestión anaerobia. La aplicación de esta tecnología es 
considerada una de las más eficientes para el tratamiento 
de los RSU, debido a que en la mayoría de los países 
latinoamericanos el contenido de Fracción Orgánica (FO) 
representa entre un 40 – 75%. [1, 6, 8]. En Colombia y 
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específicamente en la ciudad de Bucaramanga el 
contenido de la FO de los RSU se encuentra alrededor 
del 63% con un porcentaje de humedad del 80% [10]. 
El proceso de digestión anaerobia consiste en la 
transformación de la materia orgánica a través de una 
serie de reacciones bioquímicas, en un biogás con un alto 
contenido de metano (CH4), que puede ser aprovechado 
como fuente de energía y un efluente sólido, con 
excelentes características para ser utilizado como 
fertilizante para el suelo. Durante la primera etapa, 
participan las bacterias hidrolíticas, encargadas de 
romper los polímeros orgánicos (polisacáridos, proteínas, 
y lípidos) para convertirlos a monómeros tales como; los 
ácidos grasos volátiles de cadena larga, los alcoholes, el 
H2 y CO2; posteriormente intervienen las bacterias 
fermentativas o acidogénicas que transforman los 
productos formados durante la hidrólisis en ácido acético 
y compuestos intermedios como el etanol, el ácido 
láctico, el ácido propiónico, el ácido fórmico y el ácido 
butírico, además de H2 y CO2. Estos productos son 
convertidos en acetato, H2 y CO2 por las bacterias 
acetogénicas. Finalmente, el CH4 es producido por las 
bacterias metanogénicas a partir del acetato, el H2 y el 
CO2 [7, 12, 17, 19].  
 
Varios tipos de procesos anaerobios han sido 
desarrollados para el tratamiento de efluentes con altas 
cargas orgánicas, incluyendo los sistemas en batch y los 
sistemas continuos en una fase y dos fases. La digestión 
anaerobia en dos fases ofrece ventajas significativas 
sobre los procesos convencionales de una sola fase, 
especialmente la forma en que los microorganismos son 
retenidos en el reactor, generando la posibilidad de 
establecer condiciones operacionales que disminuyan los 
tiempos de arranque del sistema y la especialización de la  
microbiota en cada reactor, permitiendo la obtención de 
una mayor cantidad de productos deseados en cada etapa 
del proceso [7, 8, 9, 11, 28, 29]. La estabilidad y 
eficiencia de los reactores anaerobios es usualmente 
determinada a través de algunos parámetros 
fisicoquímicos como los Sólidos Suspendidos Volátiles 
(SSV), la concentración de Ácidos Grasos Volátiles 
(AGV’s), la alcalinidad, el pH y la cantidad y la 
composición del biogás producido. Sin embargo, son 
pocos los estudios que reportan la composición 
microbiana y el equilibrio dinámico existente entre las 
distintas poblaciones involucradas en el proceso. [16, 18, 
20, 21, 22, 27].  
 
La caracterización de las diferentes poblaciones 
microbianas que participan en el proceso de digestión 
anaerobia de la FORSU en un reactor anaerobio en dos 
fases es el centro de atención del presente trabajo. 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Reactores 
Un sistema de digestión anaerobia en dos fases 
empleando dos reactores a escala de laboratorio; un 
reactor acidogénico (R1) y un reactor metanogénico (R3) 
construidos en acero inoxidable, con capacidad de 30 L y 
un volumen útil de 24 L, además de control automático 
de agitación y temperatura. La temperatura y el pH de R1 
fueron mantenidos entre las 5.0 – 6.5 unidades y los 35°C 
± 1°C respectivamente. R3 fue operado a 38°C ± 1°C y 
un pH entre 7.5 – 8.0 unidades. El arranque de los 
reactores se realizó empleando las proporciones de lodo, 
sustrato y agua planteadas por [17], a temperaturas 




El reactor fue inoculado bajo condiciones anaerobias con 
una mezcla 1:1 (v/v) de lodos procedentes de la planta de 
tratamiento de aguas residuales municipales (PTAR) Río 
Frío, localizada en el municipio de Girón, Santander y de 
un digestor anaerobio para el tratamiento de los residuos 
porcícolas ubicado en la finca Gavassa de la mesa de los 




Se utilizó la FORSU como sustrato durante el arranque 
del R1 y el efluente del mismo como sustrato para el R3. 
Estos residuos fueron colectados en la plaza de mercado 
del barrio San francisco ubicada en Bucaramanga. 
Posterior a su recolección fueron sometidos a un proceso 
de trituración para proporcionar un tamaño de partícula 
(4 – 6 mm). Las características fisicoquímicas de este 
sustrato son reportadas por [9].  
 
2.4. Métodos análiticos 
 
Durante la operación del reactor anaerobio en dos fases la 
temperatura, el pH, la concentración de AGV’s, la 
alcalinidad y la producción de biogás fueron 
monitoreados diariamente. Los AGV’s fueron 
determinados según el procedimiento descrito en [3]. El 
contenido de CH4 y el CO2 en el biogás fueron medidos 
por un analizador de gases Bacharach modelo GA-94. 
  
2.5. Preparación de las muestras  
  
Las muestras fueron tomadas por duplicado en 
recipientes estériles con un volumen de 1000 ml. 
Posteriormente se burbujearon con N2 y CO2 en una 
proporción 80:20 y se almacenaron bajo refrigeración a 4 
oC hasta ser procesadas. Todos los procedimientos 
descritos fueron hechas usando los medios descritos en 
[5], en la cámara de anaerobiosis bajo atmósfera 
controlada de N2 y CO2 (80% - 20%). Los viales 
utilizados se sellaron con tapones de caucho de butilo y 
agrafes de aluminio, lo cual permito el uso de jeringas 
estériles con aguja hipodérmica para agregar soluciones  
o inocular [12]. 
 
2.6. Recuento por sensibilidad al oxígeno 




Las poblaciones fueron cuantificadas empleando la 
técnica de recuento estándar en placa por siembra 
profunda. Se incubaron a 35oC, en la siguiente forma: las 
Bacterias Aerobias y Anaerobias Facultativas (BAAF), 
bajo condiciones aerobias durante 48 horas; las Bacterias 
Anaerobias (BA), durante 8 días bajo atmósfera de 
anaerobiosis y los Mohos y Levaduras (ML), durante 8 
días a temperatura ambiente. Los datos se reportaron en 
UFC ml-1 [12].  
 
2.7. Recuento por grupos metabólicos 
 
Las poblaciones microbiales fueron estimadas por la 
técnica de NMP (n=3) usando los medios de cultivo 
descritos por [5], para los siguientes grupos: las Bacterias 
Fermentadoras de la  Glucosa (BFG) y el Lactato (BFL); 
las Bacterias Acetogénicas del Propionato, el Formato y 
el Etanol (BAP, BAF, BAE); las Bacterias 
Sulfatorreductoras del Acetato (BSRA), el Lactato 
(BSRL) y el Etanol (BSRE); las Bacterias Metanogénicas 
del Acetato, el  Formato, y el Metanol (BMA, BMF, 
BMM). Se incubaron a 35°C durante el tiempo necesario 
dependiendo del grupo metabólico [12]. El número de 
tubos positivos en las diferentes diluciones fue usado 
para obtener el NMP según la tabla de probabilidades 
reportada en el Standard Methods [4]. 
 
2.8. Aislamiento e identificación de bacterias 
metanogénicas 
 
La siembra se realizó por duplicado en la cámara de 
anaerobiosis con una atmósfera de N2 y CO2  (80: 20) a 
partir de cultivos de enriquecimiento tomados del R3, 
empleando medios diferenciales publicados en la base de 
datos de la DSMZ [13]. Para la identificación de la 
población microbiana se realizaron observaciones 
microscópicas y macroscópicas de las colonias 
diferenciándolas según su morfología, características 





3.1. Operación del reactor anaerobio en dos fases y 
análisis químicos 
 
El R1fue aclimatado con una solución de melaza al (10% 
p/v) referida al volumen de operación del reactor. A 
partir de los 30 días el R1 fue alimentado con la FORSU 
para una carga orgánica total (COT) de 1.8 Kg día-1 con 
un tiempo de retención hidráulico (TRH) de 10 días, 
mientras el R3 fue alimentado con un flujo volumétrico 
de 1.6 L día-1 del efluente de R1 con un TRH de 15 días. 
El porcentaje de biogás (CH4 y CO2) para el R1 y el R3 
se presenta en la Figura.1.  
 
Durante la puesta en marcha del R1 el contenido de CH4 
hallado fue alrededor del 70%, sin embargo, este 
comienza a disminuir después del día 25 de operación. 
Por otro lado, la cantidad de CO2 se incrementó hasta 
alcanzar un valor máximo del 90% a los 40 días y a partir 
de los 50 días disminuyó gradualmente hasta obtener un 
porcentaje entre el 10% - 20%. En el R3 los porcentajes 
de CH4 y CO2 oscilaron entre el 30% y el 60% durante 
los primeros 60 días, no obstante, los niveles de CH4 
fueron relativamente superiores a los de CO2 durante los 
últimos 40 días de operación. Para este reactor se obtuvo 
un valor máximo de CH4 del 70% con un porcentaje de 
CO2 del 25% en el día 68. La concentración de AGV´s en 
el R1 se incrementó drásticamente durante todo el 
proceso de digestión anaerobia llegando a alcanzar 
valores alrededor de los 25000 mg L-1 a los 95 días de 
operación y como una consecuencia de este 
comportamiento, la alcalinidad disminuyó hasta llegar a 
cero. La concentración de AGV´s osciló entre los 14000 
mg L-1 y 25000 mg L-1 durante los últimos 50 días. En el 
R3 la concentración de AGV’s se presentó por debajo de 
los 4000 mg.L-1 durante el tiempo de operación. Por otro 
lado, se observó una disminución de la alcalinidad 
durante todo el proceso, con una concentración máxima 
de 18000 mg L-1 en el día 48 y una concentración final 
entre los 6000 mg L-1 a los 7000 mg L-1 (Figura. 2).  
 
















Figura. 1. Variación diaria de biogás para los reactores 
acidogénico (líneas punteadas azules) y metanogénico (líneas 
continuas verdes). (▲)% CO2  R1, (∆) % CH4 R1, (●) % CH4 
R3, (○) % CO2 R3. 
 
3.2. Recuentos por sensibilidad al oxígeno 
 
El R1 se caracterizó por presentar una proporción de BA 
alta, seguidas por las BAAF y ML. Sin embargo, este 
comportamiento no se presentó a los 90 días, en donde se 
observó una mayor cantidad de ML (4.2 x 107 UFC ml-1) 
que de BAAF (1.6 x 107 UFC ml-1). En el R3 predominó 
la población de BA excepto a los 30 días, en donde se 
encontraron en menor cantidad (7.5 x 106 UFC ml-1). Los 
ML presentaron los valores más bajos, sin embargo, se 
detectó una mayor cantidad a los 30 días de operación. 
No se detectó el crecimiento de hongos filamentosos y la 
población dominante fueron las levaduras, quienes 
intervienen en procesos de fermentación con producción 
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de ácidos y poseen una alta afinidad por sustratos ricos 
en carbohidratos. Los conteos realizados para el inóculo 
presentaron una proporción de BAAF alta, seguidas por 
las BA y en menor cantidad los ML.  
 














Figura. 2. Variación diaria de la concentración de (AGV’s) y la 
alcalinidad en los reactores acidogénico (líneas punteadas 
azules) y metanogénico (líneas continuas verdes). (▲) 
Alcalinidad R1, (∆) AGV’s R1, (●) alcalinidad R3, (○) AGV’s 
R3. 
 
3.3. Recuentos por grupos metabólicos 
 
Con respecto al metabolismo bacterial, las bacterias 
fermentadoras (BF) presentaron un incremento entre 104 
NMP ml-1 y 106 NMP ml-1 en el R1, siendo las más 
abundantes las BFG que alcanzaron valores de 1.1 x 106 
NMP ml-1 a los 90 días de operación (Figura 3). Este 
grupo metabólico no fue determinado para el R3 ya que 
sus condiciones operacionales no son óptimas para el 
crecimiento de las BF. En el R1 se observó un 
incremento en la población de BSR por el orden de 104 
NMP ml-1 a 105 NMP ml-1 alcanzando valores máximos 
de 2.4 x 105 NMP ml-1 a los 90 días (Figura 3). En el R3, 
las BSRA y las BSRE aumentaron (104 – 105 NMP ml-1), 
mientras las BSRL permanecieron constantes 7.4 x 104 
NMP ml-1 (Figura 4). 
 
Para el caso de las bacterias acetogénicas (BA), se 
encontraron poblaciones por el orden de 105 NMP ml-1 en 
el R1. Dentro de este grupo metabólico las bacterias más 
representativas fueron las BAP que alcanzaron valores de 
4.6 x 105 NMP ml-1 a los 60 días de operación, sin 
embargo, se observó una disminución de la población a 
los 90 días. 
 
Las BAF presentaron valores constantes de 1.1 x 105 
NMP ml-1, mientras las BAE disminuyen en cantidad 1.1 
x 105 NMP ml-1 (Figura 3). En el R3 la población de BA 
presentó una disminución a los 60 días por el orden de 
104 NMP ml-1. En este reactor la población más 
abundante fueron las  BAP, las cuales se encontraron por 
el orden de 8.0 x 105 NMP ml-1 a los 90 días. Las 
bacterias metanogénicas obtuvieron valores por el orden 
de 105 NMP ml-1, sin embargo, se observó una 
disminución en la población metanogénica de los conteos 
realizados a los 90 días de operación. Las BMA 
comparadas con las BMF presentaron poblaciones 
similares en el R3, mientras los valores más bajos fueron 
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Figura 3. Grupos microbiales relacionados con el metabolismo 


















BAP BAF BAE BSRA BSRL BSRE BMA BMF BMM
30 dias 60 dias 90 dias
 
Figura 4. Grupos microbiales relacionados con el metabolismo 
bacterial, para el reactor metanogénico, expresado en NMP ml-1 
 
Como resultado de los procedimientos de aislamiento 
llevados a cabo para los lodos procedentes del R3, se 
observó la presencia de bacilos filamentosos, utilizadores 
de acetato, cuyas características morfológicas y 
bioquímicas correspondían al género Methanotrix sp. 
También se observó la presencia de cocos irregulares 
capaces de utilizar varios sustratos, incluyendo acetato y 
formato pertenecientes al género Methanosarcina sp. Así 
como representantes de la población metanogénica 





La transformación eficiente de la FORSU en los 
reactores anaerobios requiere del esfuerzo coordinado de 
varios grupos metabólicos involucrados en la conversión 




de la materia orgánica en un biogás formado 
principalmente por  CH4 y CO2. 
 
El incremento prolongado en la concentración de los 
AGV’s (25000 mg L-1) en los lodos procedentes del R1, 
al igual que los niveles de CO2 detectados durante el 
proceso de digestión anaerobia, pueden ser atribuidos a la 
presencia de una población balanceada de bacterias 
acidogénicas que transforman la FORSU (Figuras 1 y 2).  
La comparación de los recuentos obtenidos para los 
diferentes grupos metabólicos en el R1 mostró un 
predominio de la población fermentativa seguida por la 
acetogénica y la sulfatorreductora, sin embargo, la 
población de BSR presentó valores más altos (2.4 x 105 
NMP ml-1) que la población acetogénica (1.1 x 105 NMP 
ml-1) a los 90 días de operación, lo cual puede estar 
relacionado con la capacidad de las BSR para utilizar el 
etanol y el lactato como sustratos, intermediarios que son 
generados por las bacterias fermentadoras que en 
ausencia de sulfatos pueden metabolizar estos 
compuestos transformándolos en acetato, CO2 e H2. 
 
La población de metanógenos acetoclásticos e 
hidrogenofílicos se incrementó cuando los AGV’s fueron 
consumidos durante la transformación de la FORSU 
(Figura.2). En los lodos evaluados del R3 hubo un 
predominio de la población metanogénica del acetato y el 
formato por el orden de 105 NMP ml-1 en los recuentos 
realizados a los 30 y 60 días. Sin embargo, se detectó una 
disminución de la población metanogénica y un aumento 
en la población sulfatorreductora a los 90 días de 
operación, sin que aparentemente exista competencia por 
los sustratos entre estos grupos metabólicos. Por el 
contrario, ha sido reportado que en reactores anaerobios 
en los que la concentración de sulfatos es baja, la 
población sulfatorreductora podría comportarse como las 
bacterias acetogénicas, debido al metabolismo 
fermentativo de esta población, por lo que la 
transferencia interespecífica de hidrógeno podría llevarse 
a cabo entre la población sulfatorreductora y 
metanogénica [14, 24, 31, 32]. Al relacionar este hecho 
con los valores obtenidos para la población acetogénica 
(105 NMP ml-1) se puede inferir que la baja 
concentracción de AGV’s podría ser el resultado de las 
interaciones sintroficas encontradas en el sistema, donde 
las bacterias acetogénicas producen H2 y las BMH o BSR 
lo consumen. La presencia de metanógenos 
acetoclásticos pertenecientes al género Methanotrix sp y 
Methanosarcina sp en el R3, posiblemente se debe a que 
estos microorganismos utilizan el acetato como la 
principal ruta metabólica para la producción de metano. 
Por otro lado, la producción de metano a partir del 
formato sería el resultado de la presencia de la población 
metanogénica hidrogenofílica (Methanoccocus sp y 
Methanobacterium sp.) que utilizan este tipo de sustrato. 
Nuestros resultados concuerdan con los reportados por 
otros investigadores quienes observaron la presencia de 
bacilos filamentosos pertenecientes al género 
Methanotrix sp como el metanógeno acetoclástico más 
abundante en reactores anaerobios. El género 
Methanotrix sp presenta alta afinidad por el acetato, 
mientras el género Methanosarcina sp se caracteriza por 
su habilidad para utilizar múltiples sustratos, incluyendo 
H2 y formato, lo cual le confiere una alta tasa de 
crecimiento y una ventaja competitiva en sistemas 
estables, en los cuales los niveles de acetato son bajos. [2, 
14, 15, 17, 26].   
 
Los resultados presentados en este estudio aportan 
evidencia sobre la dinámica poblacional en reactores 
anaerobios que tratan la FORSU. Sin embargo, la 
complejidad de estos sistemas hace difícil concluir acerca 




La digestión anaerobia en dos fases es un proceso 
adecuado para la degradación de la FORSU, de acuerdo 
con el balance encontrado entre los distintos grupos 
metabólicos involucrados en ella, que permitió 
correlacionar la estabilidad de los reactores anaerobios 
con el crecimiento de estos grupos. No se detectó 
competencia por los sustratos entre la población 
sulfatorreductora y la metanogénica, en el R3 lo cual es 
atribuido a los efectos de sinergismos entre estos 
microbios. Los lodos procedentes del R3 se consideran 
un inóculo adecuado para el arranque de nuevos reactores 
anaerobios para el tratamiento de la FORSU, de acuerdo 
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